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INTRODUCTION : 
 De nos jours la souris est le mammifère le plus largement utilisé en expérimentation 
animale, en oncologie en particulier. Son utilisation permet l’étude des pathologies 
cancéreuses in vivo. Le modèle animal murin permet d’élargir nos connaissances sur le 
développement, la physiopathologie du cancer mais aussi de tester de nouvelles stratégies 
thérapeutiques. Dans ce cadre, un grand nombre d’études fait appel à la réalisation de greffes 
de tissus humains chez la souris. En effet, il existe des modèles murins capables de 
développer des cancers ou de supporter des greffes de cellules tumorales humaines. Cela 
permet ensuite d’étudier la physiopathologie de ces maladies au sein d’un organisme vivant 
dans son ensemble.  
Cependant il existe des barrières inter-espèces qui rendent difficile l’interprétation de certains 
résultats et l’extrapolation à l’espèce humaine. C’est justement pour limiter au maximum cette 
différence inter-espèce que des scientifiques ont cherché à développer des modèles murins dit 
« humanisés ». L’élaboration d’une souris « humanisée » impose le recours à une xénogreffe, 
c’est-à-dire la transplantation d’un greffon où le donneur et le receveur appartiennent à des 
espèces différentes. Ces souris sont obligatoirement immunodéficientes et sont greffées, 
comme par exemple avec des cellules souches hématopoïétiques humaines, afin de permettre 
la reconstitution d’un système immunitaire humain. Il devient alors possible de réaliser des 
expérimentations dans un environnement cellulaire se rapprochant au maximum de celui d’un 
organisme humain.  
Depuis la création des premières souris « humanisées », des progrès ont été réalisés afin 
d’améliorer leur pertinence en tant que modèle animal et justifier leur utilisation. Le travail ci-
après propose tout d’abord une rapide présentation des modèles murins couramment utilisés 
dans la recherche sur le cancer. Nous nous sommes ensuite intéressés à un de ces modèles en 
particulier : la souris NSG. Une synthèse des connaissances disponibles à l’heure actuelle sur 
ce modèle est réalisée puis complétée par une étude expérimentale ayant pour but d’en dresser 
les caractéristiques hématologiques, biochimiques, cytologiques et histologiques.  
L’élaboration d’une souris « humanisée » impose le recours à une xénogreffe, c’est-à-dire la 
transplantation d’un greffon où le donneur et le receveur appartiennent à des espèces 
différentes.  
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I- La souris NSG 
I.A-Le développement de la souris humanisée 
I.A.1-Une large utilisation de la souris Mus musculus en expérimentation animale 
 Pour servir de modèle d’étude à un processus pathologique observé chez l’homme, un 
animal doit offrir les propriétés idéales suivantes : une descendance nombreuse, un 
développement rapide, une taille réduite, un entretien facile et un coût de production et 
d’entretien modéré. La souris Mus musculus présente de telles caractéristiques, ainsi il s’agit 
d’une espèce très largement utilisée dans le cadre de l’expérimentation animale. Un autre 
avantage de l’espèce murine est que nous disposons de lignées de souris isogéniques, c’est à 
dire qu’elles partagent le même patrimoine génétique. Ainsi on dispose d’individus 
génétiquement identiques au sein d’un même lot permettant la comparaison des individus 
entre eux (5). Par ailleurs, pour les souches communément utilisées, un séquençage du 
génome a été réalisé. Cela a permis une meilleure connaissance de ces modèles ainsi que la 
possibilité d’en créer de nouveau en réalisant des mutations génétiques ciblées. L’espèce 
souris est donc très adaptée à une utilisation dans le cadre de la recherche. Il s’agit de plus 
d’un modèle expérimental modulable, que l’on peut adapter au mieux aux besoins de nos 
recherche. Cela explique donc la large utilisation de cette espèce. En effet un rapport sur 
l’utilisation des animaux à des fins scientifiques dans les établissements français a été publié 
par le ministère de la recherche en 2016 et d’après celui-ci, l’espèce murine représente 59,6% 
des animaux utilisés en France (39, 62). 
 Afin de progresser dans le domaine de la recherche médicale, dans l’étude de certaines 
pathologies humaines et du fonctionnement du système immunitaire humain, il a été 
développé des modèles d’expérimentation animale qui approche au mieux les conditions d’un 
organisme humain. Le modèle mammifère qui offre le plus de similitudes avec l’humain est le 
primate non humain. Cependant pour des raisons éthiques et pratiques, ce modèle n’est que 
peu utilisé (0,18% des animaux utilisés en expérimentation animale (39)). C’est dans le but de 
se rapprocher de la physiologie humaine que des souris dites « humanisées » ont été 
développées afin de permettre une modélisation fidèle d’un système immunitaire humain et de 
ses modifications lors de pathologies. 
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I.A.2- Le modèle murin en oncologie 
 Les modèles murins sont utilisés depuis de très nombreuses années dans le domaine de 
la recherche en cancérologie. En effet, les premières études utilisants ces modèles datent de la 
fin du dix-neuvième siècle. La première étude utilisants des techniques de greffes de tumeurs 
sur des rongeurs a été réalisée en Allemagne en 1889 par l’équipe de chercheur de Hanau, il 
s’agissait d’une transplantation d’un carcinome vulvaire chez un rat. Après cette première 
étude, d’autres ont suivi en grand nombre au travers de l’Europe. Les chercheurs de l’époque 
s’interrogeaient notamment sur les conditions de développement des cancers et les relations 
entre les tumeurs et leurs hôtes (19).  
 L’utilisation des modèles murins a un double avantage. Tout d’abord, cela permet de 
faire progresser la recherche fondamentale sur le cancer en nous apportant des connaissances 
nouvelles sur les phénomènes d’initiation et de développement de ces pathologies. De 
nombreuses études à ce sujet ont été réalisées sur des cultures cellulaires in vitro, cependant il 
est reconnu que l’étude des pathologies cancéreuses ne se limite pas uniquement à l’étude des 
cellules tumorales, mais également aux interactions entre ces cellules tumorales et 
l’organisme dans lesquelles elles se développent. Pour ce genre d’étude, il est donc nécessaire 
de passer sur des organismes vivants comme la souris. Dans le cadres des recherches en 
oncologie, l’utilisation des modèles murins a permis d’étudier les mécanismes qui permettent 
le développement des tumeurs et les phénomènes d’échappement au système immunitaire 
associés. Ils permettent également de comprendre les relations entre les cellules tumorales et 
les tissus normaux, d’étudier les processus métastatiques et la néovascularisation induite par 
la tumeur. Toutes ces connaissances permettent alors de faire progresser un autre domaine de 
la recherche, celui de la cancérologie clinique et de l’élaboration de nouvelles thérapies. Dans 
ce domaine, les modèles in vivo permettent de tester l’efficacité des traitements, de 
comprendre les mécanismes de résistance, et d’évaluer la toxicité des traitements sur les tissus 
sains (19). 
 Malgré les nombreuses différences qui subsistent entre ces modèles animaux et les 
organismes humains, ils permettent d’orienter efficacement les recherches et constituent une 
étape obligatoire avant le passage aux essais cliniques. On pourra également noter qu’avec les 
années, les modèles murins développés sont de plus en plus puissant. Les études menées dans 
la recherche de modèles murins ont permis de se rapprocher de plus en plus des conditions 
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d’organismes humains. C’est dans cet esprit qu’ont d’ailleurs été développées les modèles de 
souris dits « humanisés » (45). 
I.A.3- Prérequis à l’humanisation d’une souris 
 Une souris dite « humanisée » est une souris de laboratoire immunodéficiente sur 
laquelle est greffée des cellules souches hématopoïétiques humaines (ou plus rarement une 
souris ayant subi une modification de son génome conduisant à l’expression de gènes 
humains) (46).  
 L’élaboration d’une souris « humanisée » impose le recours à une xénogreffe, c’est-à-
dire la transplantation d’un greffon où le donneur et le receveur appartiennent à des espèces 
différentes. Le modèle idéal de souris humanisée serait une souris dans laquelle la xénogreffe 
humaine a remplacé les systèmes hématopoïétique et immunitaire endogènes murins à la fois 
sur le plan fonctionnel mais également à l’échelle de la localisation tissulaire. Pour parvenir à 
ce but, trois conditions sont requises qui associent le choix du modèle animal et la création 
d’un environnement favorable du stroma cellulaire de l’hôte pour ne pas rejeter la xénogreffe 
(56) (Figure 1) : 
!  
Figure 1: Représentation schématique des pré-requis nécessaires à la réussite d’une xénotransplantation de 
cellules hématopoïétiques humaines (56). (NK : Natural Killer ; CSH : Cellule Souche Hématopoïétique ; MO : 
Moelle osseuse) 
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1- Une immunodéficience:  
 Le modèle murin doit être immunodéficient, c’est-à-dire possédant un système 
immunitaire affaibli. L’immunodéficience doit concerner à la fois immunité acquise et 
l’immunité innée de façon à minimiser les risques de rejet de greffe de cellules humaines par 
le système immunitaire de la souris hôte. Ainsi comme nous l’aborderons plus tard, ont été 
développé des souches murines immunodéficientes ne possédant ni lymphocytes T et B 
matures (comme par exemple chez la souris SCID pour Severe Combined 
ImmunoDeficiency) ni de cellules natural killer (NK) et des macrophages tolérants.    
2- Un micro-environnement ou « niche » favorable à la greffe:  
 L’organisme de l’hôte doit pouvoir fournir un environnement favorable au 
développement des cellules greffées et permettre le « homing », le développement et la 
multiplication des cellules humaines au sein des niches dites libres rendues disponibles suite à 
l’ablation des cellules immunitaires murines. Par exemple, il a été démontré que la prise de 
greffes sur des souris ayant une déplétion de la moelle osseuse présentait de meilleurs taux de 
réussite. Ces expériences ont été menées en comparant des greffes sur des souris BALB/c 
possédant une mutation du gène ckit (gène nécessaire au maintien de la population médullaire 
hématopoïétique), et des BALB/c non mutées (9). La déplétion de la moelle osseuse donne 
aux cellules greffées un avantage compétitif pour se multiplier, coloniser l’espace disponible 
et se différentier. Dans certains cas, des techniques de pré-conditionnement (traitement 
myélosuppresseur, irradiations sub-létale de la souris) sont réalisés pour dépléter la moelle 
osseuse et favoriser l’implantation des cellules humaines. 
3- Des signaux de réactivité croisée hôte-cellules humaines: 
 Le dernier point concerne la sensibilité des cellules greffées aux cytokines de 
l’organisme hôte.  Dans les modèles murins utilisés actuellement, les greffes ont de bons taux 
de réussite car les cellules greffées humaines ont pu se multiplier et se différentier. Cependant, 
si l’on souhaite obtenir des cellules humaines réellement fonctionnelles il faut qu’elles 
répondent aux signaux de l’organisme hôte c’est-à-dire qu’il y ait des signaux de réactivité 
croisée hôte-cellules humaines. Des facteurs de signalisation cellulaire (cytokines) et de 
croissance indispensables au bon fonctionnement des cellules humaines sont cependant 
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absents chez l’organisme hôte murin, ainsi des stratégies sont actuellement en cours de 
développement comme l’injection de cytokines humaines aux souris ou l’injection de 
plasmides contenant le matériel génétique nécessaire à la production des cytokines humaines 
chez l’hôte  (27, 46). 
I.A.4- Historique du développement des modèles murins immunodéficients 
 Depuis la découverte en 1962 de la souris Nude résultant d’une mutation spontanée à 
l’origine d’une aplasie thymique et d’un phénotype d’immunodéficience en cellules T, 
différents modèles murins ont été développés. La frise chronologique (Figure 2) présente 
l’apparition successive de ces différentes lignées ainsi que leur utilisation. 
!    
Figure 2 : Chronologie de la production de différentes souches de souris immunodéficientes utilisées pour la 
transplantation de cellules ou tissus humains (5, 46). (CSH: Cellule souche hématopoïétique; Il2r γ: chaine γ du 
recepteur à l'interleukin-2; NOD : non-obese diabetic ; Prkdc : protein kinase DNA activated catalytic  
polypeptide ; PBMC: cellules mononuclées du sang périphérique; ; Rag: Gène activant la recombinaison; scid: 
immunodeficience sévère combinée) 
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•  1966 : Souris Nude :  
 La mutation Nude fut découverte en 1962 dans une animalerie de laboratoire et 
caractérisée par Flanagan et al. en 1966. Cette mutation spontanée concerne le gène codant 
pour la protéine Forkhead box N1 (FoxN1), qui est un facteur de transcription. Cette mutation 
provoque entre autre le blocage de la différenciation des cellules épithéliales du thymus. Les 
souris homozygotes pour la mutation Nude sont albinos, « nues » (sans poil), et présentent 
une aplasie thymique avec une absence de lymphocytes T. Elles conservent des macrophages 
et des cellules NK à activité cytotoxique augmentée. Les lymphocytes B sont en quantité 
normale chez le jeune mais diminuent chez la souris de plus de 7 semaines. Leur poids est 
plus faible et leur durée de vie est plus courte que pour la plupart des autres souris. La 
mutation Nude peut être obtenue sur différentes souches de souris. La première occurrence de 
cette mutation est apparue chez des souris Swiss (souche Swiss Nude), mais on trouve 
également des BALB/c nude, des B6 nude. Historiquement, il s’agit de la première souche 
immunodéficiente utilisée pour la réalisation de greffes de tumeurs (5, 32, 46). 
•  1983: Souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) : 
 Ces souris, présentant des nœuds lymphatiques de très petite taille et une aplasie 
thymique, ne produisent pas de lymphocytes B et T matures ont fait l’objet d’une découverte 
fortuite en 1980 dans un laboratoire de Philadelphie au sein d’une lignée CB-17. Il s’agit de 
souris possédant une mutation du gène Prkdc (protein kinase DNA activated catalytic 
polypeptide) présent sur le chromosome 16, provoquant une incapacité à finaliser la 
maturation des lymphocytes B et T. En effet, chez les souris homozygotes pour la mutation 
SCID, on note l’inactivation de la sous-unité catalytique de la protéine DNA-PK. La fonction 
principale de cette protéine est de réparer les cassures du double brin de l’ADN et son 
dysfonctionnement a plusieurs conséquences.  
 Tout d’abord, cela perturbe la maturation des lymphocytes B et T et plus précisément 
la formation de leurs récepteurs membranaires, les BCR (B-Cell Receptors) et les TCR (T-
Cell Receptors) respectivement. Ces récepteurs présentent une grande diversité qui provient 
du réarrangement des régions variables des gènes au cours de la recombinaison V(D)J 
nécessitant de nombreux clivages d’ADN. La DNA-PK occupe un rôle central dans les 
réparations de ces clivages (Figure 3) (4). Une déficience fonctionnelle en DNA-PK 
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compromet donc la réparation des cassures du double brin et empêche la maturation des 
lymphocytes. Dépourvues de lymphocytes B et T fonctionnels, les souris SCID tolèrent plus 
facilement les greffes comparativement à la lignée Nude. 
!  
Figure 3 : Représentation schématique du rôle de DNA-PK dans la maturation des lymphocytes (4, 5, 32) . 
(DNA-PK : ADN Protéine Kinase ; Ku : protéine régulatrice de la DNA-PK ; BCR : B-Cell Receptors ; TCR : T-
Cell Receptors) 
 Néanmoins, cette lignée présente des limites. Certaines souris SCID peuvent 
cependant développer spontanément une réactivité immunitaire partielle en vieillissant Ces 
souris SCID adultes, qualifiées “leaky” pour « fuite » ou dérive, peuvent à nouveau générer 
des clones fonctionnels de lymphocytes B et T (1). En effet on observe chez ces souris un 
réarrangement spontané des récepteurs des cellules des lignées B et T, cela a pour 
conséquence la production de clones matures et fonctionnels de ces lymphocytes. À partir de 
10 ou 14 mois d’âge, toutes les souris SCID peuvent être considérées «leaky». De plus, ce 
modèle possède des lymphocytes NK en quantité importante ce qui constitue un frein à la 
prise de greffe. Les résultats des greffes de cellules souches saines ou tumorales humaines 
rapportées dans différentes études sont assez médiocres. Enfin, les effets collatéraux de la 
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mutation du gène Prkdc est l’inactivation de la DNA-PK pour l’ensemble des cellules de 
l’organisme. En conséquence, ces souris sont plus sensibles au développement de cancers et 
elles ont aussi une sensibilité accrue aux rayons X (11). Plusieurs souches de souris SCID sont 
disponibles, dont les C.B-17-SCID et les BALB/c-SCID (1, 32, 45, 46, 56). 
• 1992: Rag1 et Rag2 
 D’autres souches immunodéficientes ont également été développées, suite à la 
description de mutations ciblant le gène activant la recombinaison 1 et 2 (Rag1 et Rag2). 
Cette mutation a pour conséquence un dysfonctionnement du complexe protéique chargé de 
réaliser les recombinaisons V(D)J permettant la maturation des lymphocytes B et T et 
empêche le développement des cellules T et B matures chez les souris, mais contrairement 
aux souris SCID, on n’observe pas de radiosensibilité accrue ou de phénotype « leaky ». 
Cependant, ces souris ont conservé des niveaux élevés d'activité des cellules NK qui limitent 
la prise de greffe  de cellules souches hématopoïétiques humaines (46). 
•  1995 : NOD-SCID :  
 Cette souche a été obtenue par croisement de souris SCID avec des souris ayant un 
fond génétique NOD (Non Obese Diabetic). Les souris NOD portent une mutation sur l’exon 
2 du gène CTLA-4, qui provoque l’apparition d’un diabète insulinodépendant chez 80% des 
souris femelles et 20% des souris mâles à partir de l’âge de 30 semaines (32). Comme la 
mutation SCID empêche la maturation correcte des lymphocytes T, les souris NOD-SCID ne 
développent pas de diabète. Contrairement aux souris SCID, les NOD-SCID ont un fort 
déficit en cellules NK et ne sont pas « leaky ». Lors de réalisation de greffes de cellules 
humaines chez ces souris, il est rapporté que le récepteur SIRPα des macrophages murins 
reconnait les protéines CD47 (protéine inhibant la phagocytose) présentes sur la membrane de 
cellules humaines greffées. Cette reconnaissance permet une inhibition de la phagocytose par 
les macrophages de la souris hôte et donc une meilleure tolérance de la greffe que les souris 
SCID. De nombreuses études réalisées sur cette lignée NOD-SCID avec des greffes de 
cellules de lymphomes ou de leucémies montrent que la croissance des cellules tumorales du 
greffon était bien meilleure qu’avec d’autres souches SCID.  
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 Cependant ce modèle murin n’est pas un modèle optimal pour la réalisation de greffe. 
En effet l’immunité innée résiduelle ainsi que l’activité des lymphocytes NK, toujours 
présentes, constituent dans certains cas un frein à la réussite de prise de greffe. De plus les 
études sur long terme sont impossibles chez ces souris car elles ont une durée de vie moyenne 
très courte liée au développement très précoce de lymphome thymique et ceci avec une 
prévalence extrêmement élevée (9, 44, 46, 56, 62).  
• 1995-1999:  Mutation dirigée sur la chaine γ du récepteur à l’interleukine 2:  
 Jusque-là, le développement de nouvelles souches murines immunodéficientes 
dépendait de l’apparition et la sélection de mutations spontanées d’intérêt chez la souris de 
laboratoire. L’apparition de nouveaux modèles a été rendue possible par les progrès en génie 
génétique. En effet, il est devenu possible de créer des souches murines aux mutations 
génétiques souhaitées et contrôlées. Cela a permis le développement de lignées de souris pour 
lesquelles la chaine γ du récepteur à l’interleukine 2 (IL2rγ) est mutée. La chaîne IL2rγ a été 
ciblée car elle est indispensable au fonctionnement des récepteurs à de nombreuses 
interleukines (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21). Son absence conduit à des défauts de 
signalisation cellulaire, entraînant une altération sévère du système immunitaire et la 
prévention du développement des cellules NK. Le ciblage de la chaîne IL2rγ a été réalisé par 
modification in vitro de cellules souches embryonnaires de souris 129P2/OlaHsd. Cela a 
finalement conduit à la création de la souche B6-IL2rγ-/- (B6.129S4-Il2rgtm1Wjl/J) (25).  
-Depuis 2000:  nouveaux modèles murins possédant la mutation IL2rγ 
 Depuis la réalisation de la mutation du gène codant pour la chaîne IL2rγ, de nouvelles 
souches murines ont été développées. Les trois souches les plus largement utilisées 
aujourd’hui sont NSG (pour NOD/ LtSz-scid IL2rγ-/-), NOG (pour NOD/shi-scid IL2rγ-/-) et 
BRG (pour BALB/c Rag2null IL2rγ-/-). La souche NSG est obtenue en réalisant un 
croisement entre des souris possédant la mutation du gène codant pour la chaîne IL2rγ et des 
souris NOD-SCID. Les souris NSG et NOG ont un fond génétique commun NOD-SCID, 
mais diffèrent par la nature des mutations. En effet, les souris NOG ont un domaine 
cytoplasmique tronqué de la chaîne γ qui peut lier les interleukines mais qui n'a pas de 
domaine de signalisation alors que les souris NSG ne possèdent pas du tout la chaîne γ (27). 
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Les souris BRG possèdent la même mutation du gène d’IL2rγ que les NSG, cette chaine est 
donc totalement absente sur cette lignée mais leur fond génétique est différent des NSG et 
NOG. En effet, les souris BRG résultent du croisement de souris IL2rγ -/- avec des souris 
BALB/c- Rag2-/-. La mutation Rag2 empêchant les recombinaisons V(D)J, on obtient donc 
également une souche immunodéficiente. Ces trois lignées génétiquement modifiées 
possèdent actuellement les meilleures réussites de prise de greffe pour des cellules humaines 
d’origines diverses cellules souches hématopoïétiques, lymphomes, leucémies, cellules de 
lignées cancéreuses) et présentent une plus faible incidence de développement de lymphomes 
comparativement aux souris NOD-SCID.  
 Par la suite nous allons nous intéresser principalement à la souche NSG, sur laquelle 
porte notre étude expérimentale (3, 32, 41, 46, 56). La souris NSG, créée au Jackson 
Laboratory® par L.D. Shultz est albinos, viable, fertile, de taille normale et ne présente 
aucune anomalie physique ou comportementale. Elle est produite en élevant des femelles 
NOD-SCID et en réalisant des croisements avec des mâles portant l'allèle IL2rγ- lié au 
chromosome X. Les souris mâles hétérozygotes pour l'allèle Prkdc-SCID et hémizygotes pour 
l'allèle IL2rγ- sont ensuite croisés avec des femelles NOD-SCID pendant huit générations. 
Les hétérozygotes sont croisés pour produire des souris homozygotes pour l'allèle Prkdc- 
SCID et homozygotes (femelles) ou hémizygotes (mâles) pour l'allèle Il2Rγ- (47, 62). Elles 
possèdent un système immunitaire largement modifié, elles sont déficientes en lymphocytes B 
et T matures. L’activité cytotoxique des cellules NK est extrêmement faible. Il est également 
rapporté la présence de macrophages et cellules dendritiques défectueux. Ces souris sont 
résistantes au développement de lymphome après traitement par irradiation à doses sub- 
létales. Il a été démontré que cette souche murine supporte la greffe de tissus variés. Un autre 
avantage de cette souche est sa durée de vie longue (avec une médiane supérieure à 89 
semaines) permettant une utilisation lors d’études de xénogreffes au long terme (36, 45, 56).  
I.B- L’humanisation de la souris NSG 
 Trois méthodologies sont actuellement utilisées pour produire un système immunitaire 
humain fonctionnel chez les souris NSG. Il s’agit des méthodes Hu-PBL-SCID (Souris SCID 
greffée avec des Human Peripheral Blood Lymphocytes), Hu-SRC-SCID (Souris SCID 
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greffée avec des SCID-repopulating cells), et BLT (Bone marrow, Liver, Thymus) (41, 45, 59) 
présentées en Figure 4.  
• Hu-PBL-SCID : Cette approche décrite en 1988 pour générer un système immunitaire 
humain, consiste à injecter par voie intrapéritonéale ou intraveineuse des PBMC (cellules 
mononucléées du sang périphérique) chez des souris NSG adultes après réalisation d’une 
irradiation à dose sub-létale. Avec cette méthode, il est possible de détecter dans la 
circulation sanguine des lymphocytes T et B humains dès 1 à 2 semaines après la greffe 
(34). Cependant, cette technique présente un inconvénient majeur, les souris greffées 
succombent précocement à une maladie du greffon contre l'hôte (Graft Versus Host 
Disease ou GVHD) (29).  
• Hu-SRC-SCID : Une seconde approche consiste à injecter par voie intrapéritonéale ou 
intraveineuse des cellules souches hématopoïétiques (CSH) humaines  CD34+, obtenues à 
partir de tissus d’un foetus humain (foie, cellules sanguines de cordon ombilical ou moelle 
osseuse), chez des souris NSG nouveau-nées ou adultes après irradiation à des doses sub-
létales. Malgré le développement réussi d'un système immunitaire humain, une limite de 
ce modèle est liée au fait que les cellules T humaines subissent une maturation dans le 
thymus de souris au contact d’antigènes du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) 
murins et non d’humains (HLA) (59, 61). 
• BLT : La dernière méthode, la plus récente, est qualifiée d’ « approche de la moelle 
osseuse, foie, thymus » (BLT) et se déroule en deux étapes. Elle implique tout d’abord la 
transplantation sous-capsulaire rénale de fragments de foie fœtal et de thymus humains 
chez des souris NSG adultes préalablement irradiées à des doses sub-létales. Cette 
première transplantation est suivie d'une injection intraveineuse de CSH CD34+ isolées à 
partir du même foie fœtal humain. Contrairement à la seconde approche où les cellules T 
humaines finissent leur maturation dans le thymus des souris, dans le modèle BLT, cette 
étape a lieu au sein d’un thymus humain autologue (45). Ces tissus humains préalablement 
implantés fournissent un microenvironnement entièrement humain dans lequel des cellules 
hématopoïétiques humaines peuvent se développer et se différencier. En conséquence, des 
taux élevés de prise de greffe de cellules de différentes lignées sont observés dans les 
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tissus des souris BLT, y compris dans les muqueuses digestives et génitales femelles. De 
plus, les lymphocytes T se développant et subissant une sélection dans un thymus humain 
autologue, les souris BLT contiennent un répertoire de lymphocytes T HLA-restreint 
hautement diversifié capable de développer des réponses immunitaires acquises efficaces 
(41). Cette troisième technique apparait en conséquence supérieure aux deux autres, car 
elle permet le développement, après xénogreffe, d’un système immunitaire humain 
robuste et fonctionnel. Il est à noter cependant que les souris greffées succombent à un 
syndrome de « gaspillage » (wasting disease) similaire à la GVHD ; la mort de l’animal 
étant observée de façon plus tardive qu’avec les précédentes méthodes (59).  
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Figure 4 : Représentation schématique des trois différentes modalités d’humanisation des souris NSG (45, 59). 
(IV :Intraveineuse ; IP :Intrapéritonéale ; PBMC : Cellule mononucléée du sang périphérique ; CSH : cellule 
souche hématopoïétique ; MO : Moelle osseuse ) 
Différentes utilisations des modèles de souris NSG « humanisées » 
 Le développement de souris « humanisées » offre l'opportunité d'étudier des processus 
biologiques humains in vivo qui seraient difficile d’étudier autrement. Ainsi ces nouveaux 
modèles d’études sont utilisés dans divers secteurs de la recherche. Walsh et al. (59) fait le 
point sur les différentes utilisations de ces souris.  
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 Dans l’étude des maladies infectieuses, ces modèles permettent d’étudier la réponse 
immunitaire humaine spécifique face à un agent infectieux. Ils sont largement utilisés dans 
l’étude de la physiopathologie de l’infection par le VIH (Virus de l’immunodéficience 
humaine), du virus de la Dengue, d’Epstein Barr, de l’Influenza, d’Ebola, des hépatites B et 
C, lors de Salmonellose ou de tuberculose, de Malaria et également dans l’étude du sepsis. On 
retrouve aussi une large utilisation des souris « humanisées » dans l’étude des maladies auto-
immunes comme le diabète de type 1, le lupus érythémateux systémique, les polyarthrites, les 
réactions allergiques. Enfin, ces souris sont également très utilisées dans le domaine de la 
recherche en oncologie. On choisit alors de transplanter les cellules humaines malignes 
(contrairement à précédemment où l’on réalisait des greffes de cellules saines). Cela permet 
d’étudier le développement in vivo de tumeurs. Ils ont permis d’étudier les mécanismes mis en 
jeu lors de développement de ces pathologies, d’affiner les techniques d’imagerie permettant 
la détection des cancers, l’évaluation de leur croissance et de leur dissémination. Enfin cela a 
permis de tester l’efficacité et la toxicité sur les sujets de nouveaux traitements (19, 27, 44, 
45, 46).  
 Dans ce domaine-là, différents types de greffes sont possibles. En effet, certains 
modèles utilisent des cellules tumorales issues de cancers de patients et d’autres des cellules 
de lignées tumorales, cultivées en laboratoire. Les deux stratégies ont leurs avantages et 
inconvénients. L’utilisation de lignées cellulaires permet d’avoir accès à une plus grande 
quantité de matériel ce qui rend plus faciles les expérimentations. Il a également été montré 
que la prise de greffe était plus rapide dans ce cas que lors d’utilisation de greffons dérivés de 
patients. De plus ces lignées sont issues de cultures in vitro, ayant fait l’objet de 
caractérisations (lignée d’origine, différentiation, marqueurs cellulaires exprimés) et formant 
des lots cellulaires très homogènes. Cependant cette dernière caractéristique des lignées 
cellulaires est également une limite à leur utilisation. En effet, cela ne reproduit pas 
l’hétérogénéité des tumeurs in vivo et limite l'applicabilité de ces modèles à la médecine. Une 
alternative proposée est la génération de modèles murins tumoraux de xénogreffes humaines 
dérivés du patient (PDX) qui combinent l'hétérogénéité des cellules tumorales dans un micro-
environnement tumoral complet à l’échelle d’un organisme vivant. Ces derniers modèles 
théoriquement plus performants sont encore en cours d’amélioration, en effet certaines études 
ont comparé les deux méthodes dans le cadre de la leucémie myéloïde aiguë et mentionnent 
une évolution de la maladie proche de celle des patients humains chez les souris greffées avec 
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des lignées cellulaires, contrairement aux souris greffées avec des cellules dérivées de patients 
(44, 59).  
Limites à l’utilisation du modèle murin NSG et stratégies futures 
 Le système immunitaire est gravement compromis chez les souris NSG pour permettre 
le développement d'un système immunitaire humain fonctionnel suite à l'injection de cellules 
humaines. Cependant, l'immunité innée de la souris n’est pas totalement absente. Ce reliquat 
d’immunité innée, composé de macrophages et d'autres populations de cellules myéloïdes 
interfère significativement avec la survie sur le long terme et l'expansion des cellules 
humaines greffées (9, 61). De plus, de nombreux récepteurs de cytokines humaines ne sont 
pas activés par leurs équivalents de cytokines de souris, ce qui conduit à un mauvais 
développement des xénogreffes (18). Ces limitations d'espèces nécessitent d'affiner et 
d'optimiser davantage le phénotype des souris NSG en utilisant de nouvelles technologies de 
génie génétique. Les stratégies les plus prometteuses semblent être l’injection de cytokines 
humaines dans les souris humanisées ou la création de souris NSG qui produisent elles- 
mêmes les cytokines humaines (41, 45).  
Il est également important de noter que la souris NSG est une souris immunodéficiente, donc 
fragile et plus sensible aux pathogènes qu’une souris non consanguine et immunocompétente. 
Cela est donc à prendre en compte dans l’élaboration de protocoles expérimentaux les 
utilisant.  
I.C- Caractéristiques biologiques de la souris NSG dans la littérature  
• Caractéristiques hématologiques: 
 Dans la littérature, peu d’études ont été réalisées sur les variables hématologiques de 
la souris NSG. Le laboratoire Jackson®, fournit une table des valeurs moyennes pour ces 
variables à partir de 400 souris (200 par sexe) (54). Cependant, il n’est pas précisé les 
caractéristiques des phases pré-analytique comme les conditions de prélèvement sanguin (site 
de ponction, anesthésie ou non, mise à jeun ou non, heure du prélèvement) et analytique (type 
d’analyseur utilisé) et l’expression des résultats ne suit pas les recommandations 
internationales dans l’élaboration d’intervalles de référence (15, 18). La partie expérimentale 
de cette étude a pour but de compléter ces données.  
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Dans le tableau 1, sont reportés les résultats d’hémogrammes issus de différentes lignées de 
souris consanguines dont le fond génétique est voisin de la lignée NSG, et une lignée non 
consanguine. La comparaison est réalisée avec les souches suivantes: 
- la souche Swiss ou CD1, souche non consanguine couramment utilisée en laboratoire et 
pour laquelle nous disposons d’intervalles de référence (37),   
- la souche BALB/c: souris consanguine qui sert de fond génétique aux souris CB17 
- la souche NOD-SCID: souris issues de croisements entre une lignée NOD et CB17-SCID, 
- la souche NSG : croisement de NOD-SCID avec des souris exprimant l'allèle Il2rγ-/- 
Tableau 1: Comparaison des valeurs moyennes des variables hématologiques des souris NSG à d’autres lignées 
murines. 
Paramètre (unité) Souris Swiss 
n=40 
(37)
BALB/c  
n=21 
(51, 52)
NOD 
 n=26  
(51, 55)
NOD-
SCID 
n=12 
(51, 53)
NSG  
(51, 54)
Age des souris 7 - 10 semaines 8 semaines
Conditions A jeun Non à jeun
Type de valeur Intervalle de 
référence
Moyenne Moyenne
Hématie (x106 /µL) 7,82 - 10,11 9,11 10,7 10,3 9,4 9,08
Hématocrite (%) 42,7 - 52,9 47,3 48,9 53,1 47,2 45,3
Hémoglobine (g/dL) 12,6 - 16,3 14,3 17,3 17,2 15,3 14,3
Réticulocyte (x106 /µL) 0,203 - 0,388 0,269 0,300 0,421 0,325 0,3
Teneur corpusculaire 
moyenne en hémoglobine 
TCMH (pg)
14,7 - 16,8 15,7 16,2 16,6 16,3 15,8
Concentration 
corpusculaire moyenne 
en hémoglobine CCMH 
(g/dL)
2,87 - 32,1 30,3 35,5 32,4 32,5 31,6
Leucocyte WBC (x103 /
µL)
0,47 - 5,16 2,86 2,89 1,87 0,629 0,96
Neutrophiles (x103 /µL) 0,29 - 1,3 0,64 0,603 0,47 0,35 0,59
Lymphocytes (x103 /µL) 0,49 - 3,92 2,12 2,14 1,26 0,174 0,19
Monocytes (x103 /µL) 0 - 0,08 0,03 0,0205 0,029 0,0263 0,10
Éosinophiles (x103 /µL) 0 - 0,11 0,06 0,0619 0,0923 0,0717 0,07
Basophiles (x103 /µL) 0 - 0,01 0 0,0195 0,0053 0,0016 0
Plaquettes (x103 /µL) 1121 - 1752 1413 994 1206 1300 1340
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•  Lignée rouge: 
 Lorsqu’on compare les valeurs de l’hémogramme pour la lignée des globules rouges  
des souris NSG aux autres souches murines, celles-ci semblent peu modifiées. Les valeurs 
obtenues appartiennent à l’intervalle de référence définie pour des souris Swiss âgées de 7 à 
10 semaines (37). D’après ces premières observations, on peut supposer que les différentes 
mutations qui ont contribué au développement de la souris NSG ont eu peu de conséquences 
sur la lignée rouge dans cette tranche d’âge. Knibbe-Hollinger et al. (30) ont réalisé une 
comparaison des hémogrammes de souris NSG (âgées de 6, 12 et 24 mois) avec ceux d’autres 
souches murines immunodéficientes (NOD et NOD-SCID âgées d’environ 4-6 mois). Ils ont 
ainsi identifié chez les souris NSG une déficience dans lérythropoïèse appréciable à partir de 
l’âge d’un an. D’après cette étude, les réductions de la numération érythrocytaire, de 
l'hématocrite et de l'hémoglobinémie chez la NSG suggèrent un défaut plus important de 
l'hématopoïèse que lors d’une simple mutation SCID  
• Lignée blanche: 
 D’après les données du tableau, la numération leucocytaire des souris NSG est dans  
l’intervalle de référence (IR) obtenu pour des souris Swiss (37). Il apparait que les souris NSG 
et les autres lignées immunodéficientes (NOD et NOD-SCID) possèdent moins de leucocytes 
que les souris non immunodéficientes BALB/c et la lignée non consanguine Swiss. Chez ces 
dernières, on observe en moyenne 74,12 % de lymphocytes. L’immunodéficience des souris 
NSG a entraîné une « leucopénie » et plus particulièrement une lymphopénie (19,7% de la 
formule leucocytaire) et une « neutrophilie » marquée qui suggère que cette lignée 
leucocytaire est moins impactée par l’immunodéficience. Enfin, la concentration des 
granulocytes éosinophiles et basophiles ne semble pas modifiée entre souches murines 
étudiées.  
• Lignée plaquettaire: 
 La numération plaquettaire ne semble pas varier entre souches murines. Chez les 
souris NSG, la numération plaquettaire ne semble pas varier avec l'âge, mais le volume 
moyen des plaquettes à tendance à augmenter (30).  
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• Caractéristiques biochimiques: 
 De façon comparable aux données hématologiques, des valeurs moyennes d’analytes 
biochimiques sanguine sont reportées et comparées aux mêmes souches de souris (Tableau 2). 
Un manque d’informations sur les phases pré-analytiques et analytique est également 
constaté.  
Tableau 2 : Comparaison des valeurs moyennes des variables biochimiques des souris NSG à d’autres lignées 
murines. (ALAT :Alanine amino transférase ; CK : créatine kinase ; T4 : Tyroxine ) 
 L’ensemble des résultats des analytes biochimiques de la souris NSG est compris dans 
les IRs de la souris Swiss à l’exception de l’ALAT (Alanine amino transférase) qui est 
inférieure à la limite inférieure de l’IR des Swiss. Il n’existe pas de modification majeure 
d’une souche à l’autre. On notera cependant une augmentation marquée et isolée des 
triglycérides chez les souris NOD-SCID.  
Paramètre (unité) Souris Swiss 
(14, 35)
BALB/c  
n=21 
(51, 52)
NOD 
 n=26  
(51, 55)
NOD-SCID 
n=12 
(51,53)
NSG 
(51, 54)
Age des souris environ 5 semaines 8 semaines
Condition Pas de mise à jeun Mise à jeun (4h) pour Triglycérides et Glucose  
Valeur Intervalle de référence Moyenne
Effectif n=80, n=22 n=20 n=10 Pas de donnée
Albumine (g/dL) 2,8 - 4,0 3,21 2,73 3,9 3,1
Protéine totale (g/dL) 4,0 - 6,0 5,38 6,29 6,2 5,3
BUN (mg/dL) 10 - 50 20 24,1 26,5 20
Calcium (mg/dL) 8,0 - 12 9,49 10,6 10,7 9,9
Phosphore (mg/dL) 6 - 12 8,99 10,5 11,2 9,8
Cholestérol (mg/dL) 40 - 60 78 108 101 100
Triglycéride (mg/dL) 20 - 100 92,3 80,8 175 71
Glucose (mg/dL) 30 - 250 114 102 106 134
ALAT (UI/L) 40 - 140 59,8 62,4 64 30
CK (UI/L) - 428 1264 1331
T4 µg/dL - 7,9 5,79 7,15 7,1
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• Caractéristiques histologiques 
 Des prélèvements histologiques de thymus, rate et nœuds lymphatiques ont été réalisés 
chez des souris NSG et comparés à des prélèvements de souris NOD et NOD-SCID (47). 
D’après cette expérimentation, la souche NSG présente une hypoplasie sévère du thymus, 
avec une perte de définition de cortex/médulla. La présence de structures kystiques au sein du 
thymus est également notée. L’examen de la rate montre une perte totale de la structure en 
follicules. La distinction pulpe blanche - pulpe rouge est difficile à distinguer et il est noté la 
présence de précurseurs érythroïdes nucléés. Une hypoplasie majeure des nœuds 
lymphatiques est également rapportée. Des prélèvements de rein, foie, système nerveux 
central, pancréas et fémur n’ont pas permis de mettre en évidence de modification 
histologique chez la souris NSG.  
• Données de cytométrie en flux: 
 Des données de cytométrie en flux obtenues à partir de prélèvements de rate sont 
disponibles pour las souris NSG et les souches murines précédentes citées. Ces données sont 
disponibles sur le site internet Mouse Phenome Database du Jackson Laboratory (51).  
Marqueur cellulaire 
recherché
Population cellulaire 
correspondante
BALB/c  
n=21 
(51, 52)
NOD 
 n=26  
(51, 55)
NOD-SCID 
n=12 
(51, 53)
NSG 
(51, 54)
Marqueur de la lignée lymphoïde
CD45R/B220+ B 58,21 46,2 2,36 0,2
CD3+ T 27,02 39,2 0,001
CD3+, CD4+ T helper 17,63 26,2 0,03 0,0004
CD3e+,CD8+ T Cytotoxique 8,55 11,5 0 0
CD3+, CD49b+  NK 0,15 0,08 0,0003
CD3+, NKG2D+  NK 0,11
CD3e+, CD4+, CD25+ T régulateur 15,58 12,6 0
Marqueur de la lignée myeloïde
CD11b+, SSC Low, 
Gr1-
Monocytes 1,59 1,61 3,97
MAC1+, GR1- Monocytes 12,81
MAC1+, GR1+ Granulocytes 5,2
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Tableau 3: Résultats des immunomarquages des lignées lymphoïdes et myéloïdes spléniques par cytométrie en 
flux chez la souris NSG et autres souches murines voisines (souris non à jeun, âgées de 8 semaines ; données 
exprimées en % de cellules viables, en moyenne ; SSC : side scatter light).  
 D’après les données expérimentales rassemblées dans le Tableau 3, il semble que 
l’ensemble de la lignée lymphoïde est très peu représenté au sein du parenchyme splénique 
chez les souris NSG et NOD-SCID. Cette déplétion semble plus sévère chez la souris NSG. 
La lignée myéloïde semble peu modifiée quelle que soit la souche étudiée. On notera 
cependant une présence en quantité augmentée de monocytes. Une étude en cytométrie en 
flux sur prélèvements spléniques, (47), vient préciser les informations fournies. D’après celle- 
ci, on retrouve chez les souches de souris NSG et NOD-SCID une déficience en cellules T 
matures (CD3+CD4+ et CD3+CD8+) et en B matures (B220+IgK+). Par ailleurs, le nombre 
de cellules nucléées est divisé de moitié chez les NSG par rapport aux NOD-SCID. Les 
auteurs ont également noté une déplétion marquée du parenchyme splénique des souris NSG 
en cellules B immatures (220+ Igk-) et en cellules NK (LGL+ cD122+ ou DX5+). La souche 
NSG présente également une augmentation du nombre de cellules Gr-1+, Mac-1+ (cellule de 
la lignée monomyéloïde).  
 Les caractéristiques de la souris NSG, résumées dans cette première partie, en font un 
modèle performant et donc très largement utilisé dans le domaine de la recherche 
biomédicale. Cependant, très peu des études qui utilisent cette lignée murine décrivent ses 
caractéristiques biologiques et, en particulier intrinsèques, c’est-à-dire sur des souris NSG « 
naïves », c’est-à-dire n’ayant subi aucun pré-conditionnement (traitements 
immunosuppresseurs, irradiations, xénogreffes). Dans l’étude expérimentale décrite ci-après, 
nous avons voulu dresser un tableau plus complet des caractéristiques biologiques des souris 
NSG naïves et en particulier définir des IRs des variables hématologiques et biochimiques, et 
CD11b+, Gr1+ Granulocytes 
neutrophiles
1,51 0,19 4,25
CD11b+, SSC High Granulocytes 
éosinophiles
0,2 0,15 0,139
CD11b+, SSC Low, 
CD11c+
Cellules dendritiques 0,53 0,94 1,004
CD11b+, B220+ Cellules dendritiques 
plasmacytoïdes
1,33 1,45 2,24
BALB/c  
n=21 
(51, 52)
NOD 
 n=26  
(51, 55)
NOD-SCID 
n=12 
(51, 53)
NSG 
(51, 54)
Marqueur cellulaire 
recherché
Population cellulaire 
correspondante
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décrire la structure histologique des organes lymphoïdes encore persistants que sont la moelle 
osseuse et la rate. Nous avons réalisé cette étude expérimentale en partenariat avec l’équipe 
18 « RESIST@ML », du Centre de Recherche du Cancere de Toulouse (CRCT). Cette équipe, 
dirigée par J.E. Sarry, s’intéresse aux résistances thérapeutiques et à l’oncométabolisme des 
leucémies aigües myéloïdes.  
 La leucémie myéloïde aiguë (LAM) se définie comme une prolifération maligne des 
progéniteurs des cellules de la lignée myéloïde, ayant perdu totalement ou partiellement leur 
capacité à se différencier. Ces cellules cancéreuses sont retrouvées dans la moelle osseuse, le 
sang et éventuellement d'autres organes. Cette pathologie touche généralement des patients 
âgés en moyenne de 70 ans. Au cours des dernières années, la recherche en biologie 
moléculaire a contribué à déchiffrer la pathogenèse de la maladie. Alors que des progrès 
significatifs ont été réalisés dans le traitement d’adultes plus jeunes, les pronostics pour les 
patients âgés restent défavorables (13). Le taux de survie à 5 ans est d’environ 30 à 40 % chez 
les patients de moins de 60 ans, et inférieur à 20 % chez les patients plus âgés. Le traitement 
standard de première ligne est très efficace pour éliminer les cellules leucémiques, mais des 
rechutes sont observées chez la plupart des patients. Elles se caractérisent par une phase 
réfractaire durant laquelle aucun traitement n’apparait efficace qui résultent par une nouvelle 
croissance tumorale à partir de clones leucémiques résistants (CLR) (44). Le but des travaux 
de l’équipe 18 est de comprendre les causes de la résistance aux médicaments afin de 
développer de nouvelles thérapies ciblées pour éradiquer les CLR et empêcher les rechutes. 
Dans ce cadre, cette équipe a recours à l’utilisation du modèle murin NSG et étudie in vivo les 
mécanismes de résistance aux traitements.  
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II- Etude expérimentale 
II.A- Matériel et méthode 
II.A.1- Animaux 
 Au total 28 souris NSG mâles âgées de 8 à 10 semaines, élevées dans le service de  
zootechnie du Centre Régional d’Exploration Fonctionnelle et de Ressources Expérimentales 
(CREFRE, Toulouse) ont été utilisées. Il s’agit de souris « naïves », c’est à dire n’ayant reçu 
aucun traitement. Le protocole expérimental a été conçu conformément aux recommandations 
européennes sur le bien-être et la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques (12), 
et a été réalisé au CREFRE. Le protocole de cette étude a été revu et approuvé par le comité 
d'éthique du CREFRE (CEEA 122) enregistré auprès du Ministère de l’Enseignement 
Supérieur et de la Recherche. 
II.A.2- Analyses sanguines 
 Des prélèvements sanguins terminaux ont été réalisés sur un lot de 20 souris NSG 
mâles, sous anesthésie générale. L’induction de la narcose a été faite dans une cage à 
induction à isoflurane et la maintenance a été réalisée avec le même agent au moyen d’un 
masque. Le prélèvement terminal a été réalisé par ponction de la veine cave caudale et le sang 
a ensuite été réparti dans 2 micro-tubes de 200 µL; un d’EDTA (Microvette® 200 EDTA, 
Sarstedt, Nümbrecht Deutshland) et un second d’héparine (Microvette® 200 Hep-Lithium, 
Sarstedt, Nümbrecht Deutshland). Le prélèvement sur micro-tube hépariné a ensuite été 
centrifugé afin de récupérer le plasma.  
 L’analyse des spécimens sanguins a été réalisée au laboratoire central de biologie 
médicale de l’ENVT dans les 4 heures après leur réalisation. Le micro-tube EDTA a été agité 
manuellement par 30 retournements, puis placé dans l’analyseur d’hématologie vétérinaire 
ProCyte DX (Idexx, France), configuré sur le mode murin. Les variables hématologiques 
analysées sont : concentration des globules rouges (RBC) par impédance (RBC-I) et optique 
(RBC-O), hémoglobinémie (HGB), hématocrite (HCT), volume globulaire moyen (VGM), 
concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH), teneur corpusculaire 
moyenne en hémoglobine (TCMH), distribution de la largeur des globules rouges (RDW) en 
déviation standard (RDW-SD) et en coefficient de variation (RDW-CV), concentration des 
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réticulocytes, fraction réticulocytaire immature (IRF), rapport de fluorescence faible, moyen 
et élevé (LFR, MFR et HFR, respectivement) des réticulocytes, concentration des globules 
blancs (WBC), granulocytes neutrophile, lymphocyte, monocyte, éosinophile et basophiles, 
concentration des plaquettes (PLT) par impédance (PLT-I) et optique (PLT-O), plaquettocrite 
(PCT), volume moyen plaquettaire (VPM) et distribution de la largeur des plaquettes (PDW) .  
 Le plasma hépariné est placé dans l’analyseur de biochimie vétérinaire Vetscan VS2. 
Les variables de biochimie sanguine analysées sont : albumine (ALB), phosphatase alcaline 
(ALP), alanine aminotransférase (ALAT), amylase (AMY), bilirubine totale (TBIL), urée 
(BUN), calcium (CA), phosphore (PHOS), créatinine (CRE), glucose (GLU), sodium (NA+), 
potassium (K+), protéine totale (TP), globuline (GLOB).  
 Les IRs des variables hématologiques et biochimiques obtenues ont été calculées à 
l’aide du logiciel gratuit « Référence Value Advisor » sur le logiciel Microsoft Excel (17). 
II.A.3- Histologie 
 Huit souris NSG ont été prélevées. Les tissus prélevés après euthanasie sont la rate et 
un fémur. Les nœuds lymphatiques sont recherchés en vain. La localisation des recoupes est 
choisie selon le protocole de prélèvement présenté par le RITA (33, 42). 
• Pour la rate : L’organe est prélevé en entier. (33)  
• Pour le fémur : Pour chaque souris, le fémur gauche est prélevé en entier. L’os est 
individualisé et les muscles sont désinsérés.  
Les prélèvements sont déposés dans une solution de fixateur (paraformaldéhyde à 4% 
tamponné à la neutralité) (57).  
 Après 24 à 48h de fixation, les prélèvements tissulaires sont traités par technique 
histologique conventionnelle (déshydratation, imprégnation et enrobage en paraffine, coupes 
de 4µm). Les prélèvements osseux sont ensuite décalcifiés (EDTA à 10% diluée dans du 
PBS), à 37°C. Ces prélèvements sont rincés avec du PBS et transférés dans de l’alcool à 70% 
avant d’être déshydratés et inclus en paraffine. Des lames blanches sont réalisées pour 
effectuer une coloration Hémalun-Eosine et les réactions d’immunohistochimie (cf 
paragraphe ci-après). Le même traitement est réalisé sur des lames issues de tissus de souris 
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Swiss, souche non immunodéficiente et non consanguine. Les lames de ces dernières servant 
de comparatif avec les tissus de souris NSG. Suite à l’observation de granulations brunes au 
sein de cellules dans la rate et la moelle osseuse, une réaction de Perls au bleu de Prusse a été 
décidée. Il s’agit d’une réaction histochimique qui permet de mettre en évidence les 
complexes insolubles contenant du fer: hémosidérine, granules de Pappenheimer, 
mitochondries surchargées en fer. La ferritine n’est pas révélée par cette méthode.  
II.A.4 - Immunohistochimie 
 Les réactions immunohistochimiques sont basées sur la reconnaissance spécifique de 
déterminants antigéniques (« épitopes ») par des anticorps couplés à des systèmes de 
révélation. Nous avons choisi des anticorps dirigés contre des stades matures et immatures des 
cellules immunitaires, (Figure 6). Les caractéristiques des anticorps choisis sont résumées 
dans le Tableau 4.  
Tableau 4 : Caractéristiques des anticorps utilisés pour les réactions d’immunohistochimie (10, 40). (CD : classe 
de différenciation) . 
Anticorps Clone, 
espèce 
animale
Nom générique Expression cellulaire
CD45R B220 /
RA3-6B2 
Rat
B220, Ly-5, Lyt-4, T200, 
Protein tyrosine  
phosphatase receptor type 
C (PTPRC) 
- Cellule B 
- Sous population de cellule T,  
- Cellules dendritiques et NK
CD3 Sp7 
Lapin
- Cellule T ( mature et immature)
CD34 Mec14.7 
(RAM34) 
Rat
Mucosialin -Précurseur de la lignée myéloïde 
(précurseur de granulocytes, monocytes, 
megacaryocytes et erythrocytes) au stade 
progéniteur. 
-Lymphome ou leucémie débutante.
F4/80 A3-1 
Rat
-Macrophages des organes lymphoïdes 
( uniquement pulpe rouge splénique, noeud 
lymphatique, thymus) 
-Macrophage tissulaire: cellules de Küpffer 
et macrophage alvéolaire. 
-Très faiblement dans monocytes circulants.
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Figure 5 : Cellules ciblées par l’immunomarquage selon leur stade de différentiation (40, 57). 
 Pour tous nos prélèvements, les étapes de traitements préalables sont communes: 
Le déparaffinage des blocs ainsi que le démasquage sont réalisés de façon automatisée à 
l’aide d’un automate Pt link (DAKO) avec un tampon de pH faible (pH=6). Les blocs sont 
ensuite transférés dans une solution tampon de PBS à température ambiante. La réaction 
d’immunohistochimie est ensuite réalisée. 
 Pour chaque immunohistochimie, les lames sont d’abord mises en présence pendant 5 
minutes d’une solution dite de blocage, permettant une inhibition des peroxydases endogènes. 
Cette étape est suivie d’une étape de rinçage. L’anticorps primaire est ensuite déposé pendant 
1 heure (CD3: clone sp7, 1/50 ; CD45R, clone RA3-6B2, 1/1000 ; F4/80, 1/100 ; 
CD34,1/800). Ces concentrations ont été choisies après des expériences préliminaires au cours 
desquelles ont été testées un large panel de dilutions. L’étape suivante est la mise en contact 
avec l’anticorps secondaire (anti rat ou anti lapin, dilution au1/50e) pendant 30 minutes. La 
dernière étape est le dépôt d’un complexe streptavidine HRP (ref P0394-Dako) pour permettre 
une amplification du signal. Après révélation avec une solution chromogène de 
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diaminobenzidine (Diagomics, DAB 530) 10 minutes, les lames sont contre-colorées avec 
l’hematoxyline de Harris, déshydratées et montées.  
II.A.5. Statistiques 
 Les données des variables hématologiques et biochimiques ont été testées pour 
déterminer la normalité (Anderson-Darling). Les intervalles de référence (limites 2.5 % - 97.5 
%) et leurs intervalles de confiance à 90% ont été déterminés par une méthode paramétrique 
robuste (recommandée par le CLSI et l’IFCC (6) ) en utilisant le logiciel gratuit Reference 
Value Advisor (17) utilisable sur fichier Excel.  
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II.B- Résultats 
II.B.1- Intervalles de référence hématologiques
 Les intervalles de référence des variables hématologiques calculés par la méthode 
robuste sont présentés dans le Tableau 5. 
Tableau 5 : Valeurs minima, maxima, médianes et intervalles de références des variables hématologiques de la 
souris NSG mâle de 8 semaines (n=20).(CI : intervalle de confiance ; nd : non défini )  
Variable Unité Médiane Min Max Normalité 
(p)
Intervalle de référence Valeurs moyennes 
fournies par le 
Jackson 
Laboratory (51, 54)Limite 
inférieure  
(90%CI)
Limite 
supérieure 
 (90%CI)
RBC-I 1012/L 8,44 8,12 9,15 0,094 7,81(7,65-7,98) 9,20(8,88-9,40) 9,08
RBC-O 1012/L 8,56 8,13 9,20 0,470 7,84(7,69-8,05) 9,36(9,08-9,57) 9,08
HGB g/L 138 132 150 0,218 127(124-130) 150(145-153) 143
HTE L/L 0,459 0,429 0,497 0,918 0,421(0,412-0,433)
0,499(0,486-0,51
0) 0,453
VGM fL 54,1 51,8 56,5 0,556 51,2(50,5-52,1) 56,6(55,7-57,4) 49,9
TCMH pg 16,3 15,9 16,6 0,122 15,9(15,8-16,0) 16,7(16,5-16,8) 15,8
CCMH g/L 302 290 310 0,259 292(289-295) 312(301-315) 314
RDW-SD fL 30,3 28,4 32,2 0,54 28,4(27,9-29,0) 32,2(31,4-32,8) nd
RDW-CV % 21,3 20,6 22,4 0,186 20,2(19,8-20,6) 22,6(22,2-23,0) nd
WBC 109/L 0,94 0,42 1,26 0,426 0,44(028-0,62) 1,43(1,30-1,54) 0,96
NEUTROPHILES 109/L 0,63 0,31 0,89 0,717 0,28(0,19-0,37) 0,95(0,84-1,04) 0,59
LYMPHOCYTES 109/L 0,27 0,08 0,35 0,061 0,10(0,04-0,17) 0,43(0,39-0,49) 0,19
MONOCYTES 109/L 0,01 0,00 0,05 0,002 0,00(0,00-0,00) 0,05(0,03-0,06) 0,1
EOSINOPHILES 109/L 0,02 0,01 0,03 0,00 0,00(0,00-0,01) 0,03(0,03-0,03) 0,07
BASOPHILES 109/L 0,01 0,00 0,07 0,004 0,00(0,00-0,00) 0,06(0,04-0,07) 0
RETICULOCYTES 109/L 458 394 534 0,637 384(362-410) 546(515-568) 330
LFR % 39,6 33,5 44,8 0,862 32,6(30,6-35,2) 46,6(44,5-48,2) nd
MFR % 17,1 12,3 19,9 0,972 12,6(11,4-14,1) 21,2(20,0-22,2) nd
HFR % 44,3 38,0 52,8 0,482 35,5(33,4-38,9) 517(49,1-54,2) nd
IRF % 60,4 55,2 66,5 0,862 53,4(51,6-55,2) 67,4(4,8-69,6) nd
PLT-O 109/L 1251 867 1392 0,018 1025(918-1141) 1503(1383-1612) 1340
PLT-I 109/L 1006 818 1189 0,949 833(772-894) 1186(1122-1238) 1340
PCT 10
-2 
L/L 0,63 0,54 0,73 0,299 0,51(0,48-0,55) 0,72(0,69-0,75) nd
VPM fL 6,1 5,8 6,6 0,073 5,7(5,6-5,9) 6,5(6,4-6,6) 4,6
PDW fL 6,8 6,5 7,3 0,305 6,3(6,2-6,4) 7,2(7,1-7,4) nd
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II.B.2- Intervalles de référence biochimiques  
 Les intervalles de référence des variables biochimiques calculés par la méthode 
robuste sont présentés dans le Tableau 6.  
Tableau 6 : Valeurs minima, maxima, médianes et intervalles de références des variables biochimiques de la 
souris NSG mâle de 8 semaines (n=20) ;(CI : intervalle de confiance ; nd : non défini).  
Variable Unité Mediane Min Max Normalité 
(p)
Intervalle de référence Valeurs 
moyennes 
fournies par le 
Jackson 
Laboratory 
(51, 54)
Limite 
inférieure  
(90%CI)
Limite 
supérieure 
 (90%CI)
Protéines g/L 49 47 55 0,011 44,0(43,5-45,7) 53,5(51,4-55,7) 53
Albumine g/L 34,0 32 39 0,039 30,3(29,6-31,7) 37,4(36,0-39,3) 31
Globulines g/L 15 12 18 0,005 12,4(11,5-13,5) 17,5(16 ,4-18,5) nd
Bilirubine µmol/L 6,8 3,4 6,8 0,000 3,9(NC) 8,4(NC) nd
Urée mmol/L 8,3 6,8 10,0 0,295 6,2(5,6-6,9) 10,3(9,7-11,0) 7,1
Créatinine µmol/L <18 <18 35,4 0,000 <18(-) 34,8(26,7-39,9) nd
Glucose mmol/L 15,4 12,4 19,0 0,79 11,3(10,2-12,6) 19,5(18,2-20,5) 7,4
Sodium mmol/L 146,0 143,0 154,0 0,00 140,3(139,7-143,0)
151,0(148,4-154,3
) 153,4
Potassium mmol/L 5,1 4,1 6,3 0,503 3,6(3,2-4,1) 6,4(5,9-6,8) 7,42
Calcium mmol/L 2,49 2,43 2,75 0,00 2,25(2,26-2,34) 2,74(2,66-2,83) 2,48
Phosphate mmol/L 2,05 1,61 2,55 0,763 1,48(1,29-1,65) 2,60(2,42-2,76) 3,16
ALP U/L 74,5 45,0 98,0 0,353 43,0(32,6-54,2) 103,0(93,7-109,9) nd
ALAT U/L 27,0 23,0 39,0 0,121 18,8(15,9-21,9) 36(31,9-38,9) 30
Amylase U/L 1065 906 1297 0,377 855(804-932) 1254(1180-1330) nd
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II.B.3- Histologie 
 L’ensemble des observations réalisées à l’examen de ces lames sont reportées dans le 
tableau 7:  
Tableau 7 : Résultat de l’analyse histologique des tissus de souris NSG 
Tissus Hémalun-éosine Réaction histochimique de Perls
Rate Les structures histologiques apparaissent très 
modifiées : 
Distinction des territoires de pulpe blanche et de 
pulpe rouge difficile. Observation de structure 
folliculaire difficile. 
Pulpe blanche peu proéminente, voire difficile à 
objectiver. Zone marginale ? 
Pulpe rouge correctement développée.  
Au sein d’un parenchyme richement cellulaire, 
présence de plusieurs lignées hématopoïétiques 
au contact de territoires riches en globules rouges 
(Sinus veineux ?). La présence de granulations de 
couleur brune suggère la présence 
d’hémosidérine. 
Présence de mégacaryocytes.
Présence systématique 
d’hémosidérine en quantité assez 
importante. Granulations 
observées en position 
intracellulaire au sein de cellules 
identifiés comme des 
macrophages (sidérophages)
Moelle osseuse Structures histologiques correctement préservées 
avec présence d’une trame osseuse et d’une 
moelle osseuse d’apparence riche.  
Présence de cellules de différentes lignées 
hématopoïétiques (Erythroïde, myéloïde) ainsi 
que de mégacryocytes. 
Présence d’hémosidérine de façon 
systématique, en quantité variable 
d’un individu à un autre. Présence 
de sidérophages.
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• Examen histologique de la rate: 
!  
Figure 6 : Prélèvements histologiques de rate de souris, colorées à l’hémalun-éosine. A : Rate de souris Swiss, 
grossissement x40 ; B: Rate de souris NSG, grossissement x100. (C: Capsule ; Pb : Pulpe blanche ; Zm : Zone 
marginale ; Ar : Artériole corpusculaire centrale ; Mp : Manchon péri-artériel ; Pr : Pulpe rouge ; S : Sinusoïde ; 
E : Précurseur de la lignée Erythroïde.) 
Sur un prélèvement de rate de souris non immunodéficiente (figure 7.A), on peut aisément 
distinguer la pulpe rouge et la pulpe blanche, délimitée par la zone marginale qui apparait 
basophile clair. Il est également possible d’identifier au sein de la pulpe blanche, manchons 
péri-artériels, follicules lymphoïdes et artérioles corpusculaires centrales. Ce type 
d’observation n’est pas possible sur les prélèvements spléniques de souris NSG (Figure 7.B). 
En effet, les amas de pulpe blanche sont difficiles à distinguer et la dichotomie pulpe rouge/ 
pulpe blanche est peu distincte. La pulpe rouge splénique apparait constituée de deux 
territoires, le premier, riche en cellules sanguines matures (dont nombreux globules rouges) 
correspondant peut-être aux sinus veineux spléniques et le second, riche en précurseurs de la 
lignée érythroïde (cellules rondes, à fort rapport nucléoplasmique, au noyau basophile 
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soutenu), en cellules macrophagiques et en cellules blastiques dont l’origine est impossible à 
déterminer après examen histologique conventionnel. 
De nombreux dépôts de fer d’hémosidérine et de sidérophages au sein de la pulpe rouge et 
autour des amas de pulpe blanche sont visibles après réaction de Perls (Figure 8). Ceux-ci 
sont moins nombreux en comparaison avec les souris Swiss et l’intensité de coloration des 
cellules est également moindre. 
  
Figure 7: Prélèvement de rate de souris NSG (réaction histochimique de Perls) ; A : grossissement x100 ; B : 
détail au grossissement x500. (Pr : Pulpe rouge ;  Pb : Pulpe Blanche ; H : Hémosidérine ; S : Sidérophage) 
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• Examen histologique de la moelle osseuse: 
!  
Figure 8 : Prélèvement histologique de fémur de souris NSG après décalcification EDTA (hemalun-éosine) ; A :  
grossissement x20 ; B : détails de l’épiphyse, grossissement x500 ; C : détails de la diaphyse, grossissement 
x500. ( E : Précurseur de la lignée Erythroïde, M : Précurseur de la lignée myéloïde et P : Précurseur de la lignée 
plaquettaire : mégacaryocyte) 
 L’examen de la moelle osseuse montre une population hématopoïétique abondante 
(Figure 8) avec présence des lignées érythroïde, myéloïde et plaquettaire et la présence de 
rares dépôts de fer comparativement aux souris Swiss. 
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Figure 9 : Prélèvement de fémur de souris NSG, détail de la diaphyse (réaction histochimique de Perls), 
grossissement x400. (S : Sidérophage ; H : Hémosidérine) 
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II.B.4 - Immunohistochimie 
 Le tableau 8 présente les résultats des observations réalisées après réaction 
immunohistochimique. Une comparaison est réalisée avec des tissus de souris souche Swiss. 
Tableau 8 : Résultats des réactions d’immunohistochimie réalisées sur tissus de souris Swiss et NSG 
Organes Marqueur 
recherché
Swiss NSG
Rate CD45R Marquage intense, avec pattern 
cytoplasmique et membranaire de 
cellules ayant une morphologie 
de lymphocyte localisées dans les 
territoires B dépendant usuels 
(marquage intense dans les 
follicules de la pulpe blanche). 
Marquage cytoplasmique plus 
diffus chez certaines cellules 
dendritiques.
Marquage de quelques cellules éparses, 
dans la pulpe rouge et de rares cellules 
dans les vestiges de pulpe blanche.  
Pattern cytoplasmique et d’intensité 
modéré à faible.  
CD3 Marquage intense, à la fois 
cytoplasmique et membranaire, 
présent sur l’ensemble du 
parenchyme surtout au sein des 
manchons périartériels de la 
pulpe blanche.
Absence de marquage visible
CD34 Marquage cytoplasmique intense 
sur quelques cellules éparses 
localisées surtout dans la pulpe 
rouge.
Absence de marquage visible
F4/80 Marquage cytoplasmique intense 
de cellules macrophagiques 
concentré essentiellement dans la 
pulpe rouge.
Marquage cytoplasmique intense sur 
l’ensemble du parenchyme splénique à 
l’exception des reliquats de pulpe 
blanche.
Moelle osseuse CD34 Marquage intense, 
cytoplasmique, plus ou moins 
homogène de quelques cellules 
médullaires ayant un rapport 
nucléoplasmique moyen à faible 
(vacuoles cytoplasmiques 
souvent présentes).
Absence de marquage visible
F4/80 Marquage cytoplasmique de 
quelques cellules médullaires 
éparses.
Marquage cytoplasmique présent sur 
un nombre très faible de cellules 
médullaires (et de faible intensité 
comparé à l’observation chez les souris 
Swiss).
CD3 Absence de marquage visible Absence de marquage visible
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• Examen de la rate en immunohistochimie: 
‣ Marqueur CD45R: 
!  
Figure 10 : Prélèvements de rate de souris, immunohistochimie CD45R. A : Rate de souris Swiss, grossissement 
x40, visualisation d’un marquage cytoplasmique intense au sein de la pulpe blanche (Pb) et de la pulpe rouge 
(Pr) B: Rate de souris NSG, grossissement x200, visualisation d’un marquage cytoplasmique d’intensité faible ; 
B.1: Détail de pulpe blanche (Pb), grossissement x1000 ; B.2: Détail de pulpe rouge (Pr) , grossissement x1000.  
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‣ Marqueur CD3: 
!  
Figure 11 : Prélèvements de rate de souris, immunohistochimie CD3. A : Rate de souris Swiss, grossissement 
x40 ; B: Rate de souris NSG, grossissement x200.  
‣ Marqueur CD34: 
!  
Figure 12 : Prélèvements de rate de souris, immunohistochimie CD34. A.1 : Rate de souris Swiss, grossissement 
x100 ; A.2 : Rate de souris Swiss, grossissement x1000 permettant de distinguer le marquage cytoplasmique (M) 
intense des cellules CD34+ et les dépôts d’hémosidérine (H) de même couleur brune (confirmés après réaction 
de Perls) ; B: Rate de souris NSG, grossissement x100.  
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‣ Marqueur F4/80: 
!  
Figure 13 : Prélèvements de rate de souris, immunohistochimie F4/80. A : Rate de souris Swiss, grossissement 
x40 ; B: Rate de souris NSG, grossissement x200.  
•  Examen du fémur en immunohistochimie: 
‣ Marqueur CD34: 
!  
Figure 14 : Prélèvements de fémur de souris,  moelle osseuse dans la diaphyse, immunohistochimie CD34. A : 
souris Swiss ; B: souris NSG, grossissement x500. 
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II.C- Discussion : 
 La finalité de cette étude expérimentale était l’établissement des intervalles de 
référence des variables hématologiques et biochimiques de la souris NSG. Un intervalle de 
référence (IR) permet de décrire les fluctuations d’une variable dans une population de sujets 
bien caractérisés « en bonne santé ». Les IRs sont des aides à l’interprétation des résultats 
d’analyses biologiques chez les sujets suspects d’avoir une affection. Il a été décidé par 
convention que l’intervalle de référence d’une variable donnée dans un groupe de sujets 
définis décrit les 95 % situés au centre de la population concernée. Chaque IR est donc défini 
par deux valeurs limites de référence, déterminées afin que 95% des valeurs obtenues chez 
des individus sains y soient incluses. Ces définitions ont été élaborées par l’IFCC 
(International Federation of Clinical Chemistry) dès 1978 et reprises puis détaillées en 
médecine humaine (6) et en médecine vétérinaire (15, 18). Selon les recommandations 
internationales, la détermination de novo d’un IR nécessite la sélection d’au moins 120 sujets 
répondant aux critères posés a priori (sexe, race, âge, utilisation, etc.). Ce nombre élevé a été 
déterminé car il permet d’apprécier l’incertitude sur les limites de l’intervalle (intervalle de 
confiance à 90% des limites) par une méthode non paramétrique, c’est-à-dire sans faire 
d’hypothèse mathématique sur la nature de la distribution des valeurs. Cependant, il est 
possible de déterminer des IRs sur une population de référence de taille plus réduite, en 
particulier chez les espèces animales sauvages, chez des nouveaux-nés ou, comme dans ce 
travail, sur des animaux génétiquement modifiés immunodéficients, couteux, fragiles et donc 
difficiles à élever. Il existe en effet des recommandations internationales pour établir des IRs 
sur des cohortes de 20 sujets de référence (15). Celles-ci préconisent l’utilisation de méthode 
de calcul robuste (indépendante de la distribution) ou paramétriques (si un test de normalité 
peut être établi). Ces recommandations ont donc été choisies dans ce travail expérimental. 
Enfin, il est également important de préciser l’importance de rapporter les intervalles de 
confiance de chaque limite de l’IR pour des populations de référence de petite taille car ceux-
ci peuvent être très étendus (2). 
 Hormis le traitement des données, la détermination d’IRs nécessite de « maitriser » 
également la sélection des sujets de référence et les conditions pré-analytiques et analytiques. 
Nous avons donc sélectionné un échantillon d’individus de référence composé de 20 souris 
NSG saines, mâles, âgées de 8 à 10 semaines, élevées selon les recommandations 
européennes en vigueur (12) par un personnel compétent. Les animaux n’étaient pas à jeun 
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comme cela est préconisé chez la souris (28). La réalisation de prélèvements sanguins 
terminaux par ponction de la veine cave caudale a été choisi en raison de la nécessité d’avoir 
une quantité suffisante de sang pour réaliser la totalité des analyses. Il est cependant important 
de préciser que nous avons également limité la population de référence au nombre minimal de 
20 individus pour ne pas sacrifier d’autres souris et participer autant ce peut, à la règle des 
3Rs initiée par Russell et Burch en 1959 (43).  
 Il est intéressant de remarquer que la distribution des données suit une loi normale 
(p>0,05) pour l’ensemble des variables hématologiques à l’exception des concentrations de 
monocytes, éosinophiles, basophiles et de plaquettes optiques. Cette observation générale est 
à mettre en relation avec la très grande homogénéité génétique de ces souris. Concernant les 
granulocytes éosinophiles, basophiles et les monocytes, ce résultat (p<0,05) est à mettre en 
relation avec les faibles concentrations de ces types leucocytaires. Concernant les plaquettes, 
le test de normalité est très différent entre PLT-I (p= 0.949) et PLT-O  (p= 0.018). Ces résultats 
sont difficiles à expliquer mais montrent, comme cela a déjà été démontré chez le chat (23), 
que les plaquettes sont des cellules sanguines difficiles à énumérer par les analyseurs 
d’hématologie en raison principalement de la présence d’agrégats plaquettaires, nombreux à 
l’observation des frottis sanguins de cette étude (résultats non présentés). Les IRs 
plaquettaires définis dans cette étude sont donc à prendre en compte avec précaution quelle 
que soit la méthodologie (impédance vs optique). Il sera nécessaire de réaliser l’observation 
des frottis sanguins et d’observer si la numération plaquettaire est plus faible en présence 
d’agrégats plaquettaires. En comparaison avec les valeurs moyennes fournies par le Jackson 
Laboratory, l’ensemble des données du laboratoire américain est inclus dans les IRs de notre 
étude. On peut juste noter une valeur légèrement plus basse pour le MCV, la concentration de 
réticulocytes et une valeur moyenne légèrement plus haute pour la, CCMH et la concentration 
des monocytes des éosinophiles par comparaison à nos IRs.  
 Concernant les variables biochimiques, la distribution des données suit rarement une 
loi normale à l’exception des concentrations de l’urée, du glucose, du potassium et des 
phosphates.  
Nous avons également comparé les intervalles de référence obtenus pour la biochimie avec les 
valeurs fournies par le Jackson Laboratory. La valeur de glycémie qu’ils indiquent se situe en 
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dessous de l’IR que nous avons calculé. Cependant cette variable est fortement impactée par 
la prise alimentaire avant la ponction sanguine et nous ne disposons pas ce cette information 
pour le laboratoire américain. De même, ils reportent des valeurs pour le sodium, le potassium 
et le phosphore qui sont au-delà de la limite supérieure de nos IRs.  
 Les analyses histologiques et immunohistochimiques de cette étude apportent quant à 
elles des informations sur la connaissance morphologique de la souris NSG. En effet, comme 
évoqué dans la première partie bibliographique de ce travail, une étude princeps en 2005 (47) 
avait déjà étudié les caractéristiques histologiques de cette lignée murine. Nos résultats 
confirment une structure histologique modifiée pour la rate et à priori non modifiée pour le 
fémur. Par contre, nous n’avons pas réussi à prélever le thymus ou les nœuds lymphatiques 
car impossible à visualiser à l’autopsie ; il avait été rapporté une hypoplasie sévère de ces 
deux tissus (47). Ces observations apparaissent en accord avec le fond génétique 
immunodéficient sévère de la souris NSG.  
 La rate des souris NSG apparait très modifiée avec une pulpe blanche très peu 
développée. L’observation et la délimitation des structures caractéristiques de la pulpe blanche 
(manchons périartériel, follicules lymphoïdes, zone marginale) est très délicate. L’analyse 
immunohistochimique révèle l’absence de cellules T et de cellules CD34 et la présence de 
cellules B (CD45R) et de cellules macrophagiques (F4/80) dont l’intensité de marquage est 
faible. La pulpe rouge identifiée présente des sinus veineux et un territoire riche en 
précurseurs de la lignée érythroïde, en cellules macrophagiques et en cellules blastiques. La 
réaction de Perls a permis de mettre en évidence la présence de nombreux dépôts 
d’hémosidérine au sein des macrophages de la pulpe rouge. De nombreux sidérophages sont 
observés mais en quantité moindre que chez les souris non immunodéficientes et l’intensité de 
coloration des cellules est également moindre. L’analyse immunohistochimique révèle 
cependant la présence de nombreux macrophages. Cette répartition du marquage obtenu avec 
l’anticorps F4/80 est due à l'hétérogénéité des marqueurs cellulaires exprimés par les 
macrophages au sein des organes lymphoïdes et en particulier de la rate. En effet cet organe 
est riche en sous-populations macrophagiques qui diffèrent par l'expression de récepteurs 
membranaires, la localisation tissulaire et leur fonction (49). Cette hétérogénéité serait à 
prendre en compte pour l’interprétation des lectures d’immunohistochimie. En effet, les 
macrophages de la pulpe rouge à la différence de ceux présents dans la zone marginale, 
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expriment des niveaux élevés de l'antigène F4/80. Dans la pulpe blanche, les macrophages de 
l’ensemble des territoires n’expriment pas ou peu l’épitope F4/80, par contre les macrophages 
du manchon péri-artériel et des follicules expriment l'antigène pan-macrophages CD68 (20, 
49). Nos résultats semblent en accord avec les études réalisées par cytométrie sur la rate de 
souris NSG qui montrent également la présence de cellules CD11b (monocytes, cellules 
dendritiques) (55). Il serait donc d’intérêt de compléter notre étude avec l’utilisation 
d’anticorps dirigés contre CD68 et CD11b pour voir si les cellules de la pulpe blanche 
résiduelle chez la souris NSG sont marquées.  
 Concernant la moelle osseuse, aucune différence significative n’a été notée à l’examen 
des coupes histologiques colorées à l’hemalun-éosine des souris NSG. La moelle osseuse 
apparait riche et il est possible d’identifier des cellules des lignées erythroïde, myéloïde et 
plaquettaire. Ces observations sont un peu inattendues étant donné qu'il s’agit de souris 
immunodéficientes mais il est à remarquer que l’immunodéficience touche essentiellement la 
lignée lymphoïde et que l’examen histologique ne permet pas de différencier les cellules 
hématopoïétiques précisément. Une analyse de myélogrammes de ces souris est donc 
fortement conseillée pour compléter ce travail. Les analyses d’immunohistochimie nous ont 
permis de mettre en évidence une diminution importante du nombre de cellules 
macrophagiques (confirmée par la coloration de Perls) et une absence de cellules précurseurs 
CD34+ sur les quelques lames analysées. 
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CONCLUSION: 
 Cette étude expérimentale dresse un tableau des caractéristiques hématologiques, 
biochimiques et histologiques de la souris NSG mâle, âgée entre 8 et 10 semaines et complète 
les données disponibles sur cette souche murine. Elle permet essentiellement l’établissement 
des intervalles de référence des variables hématologiques et biochimiques de cette lignée 
établis selon les recommandations internationales. Les IRs sont des aides à l’interprétation des 
résultats d’analyses biologiques chez les sujets suspects d’avoir une affection. Dans le cas 
précis de la souris NSG, ces données permettront aux chercheurs d’avoir des valeurs de 
référence qui leur permettront d’avoir des données autres que celles obtenues chez des 
animaux contrôles. Il est cependant important de préciser que ces IRs sont transposables à des 
souris NSG non mises à jeun, élevées dans les conditions réglementées d’animaux de 
laboratoire immunodéficients et obtenus sur spécimen sanguin obtenu après prélèvement 
sanguin terminal à la veine cave caudale et analysé sur avec les analyseurs ProCyte Dx et 
VetScan en hématologie et biochimie respectivement. La souris NSG possède une 
concentration diminuée de leucocytes qui s’explique principalement par la diminution de la 
concentration lymphocytaire. Concernant les analytes biochimiques, nous avons constaté une 
augmentation des ALAT. 
 L’analyse histologique de la rate a permis de confirmer une structure histologique 
splénique très particulière avec une pulpe blanche résiduelle ne contenant pas les territoires 
habituellement présents (manchon péri-artériel, follicule et zone marginale). L’étude 
immunohistochimique n’a pas permis d’identifier avec certitude la nature de ces cellules. 
L’analyse histologique du fémur montre une cavité fémorale riche en moelle osseuse, avec des 
précurseurs médullaires des lignées érythroïde, myéloïde et plaquettaire identifiables. L’étude 
a été complétée par des réactions d’immunohistochimie qui ont permis de mettre en évidence 
une déplétion en cellules macrophagiques.  
 La souche murine NSG est donc une souris fortement immunodéficiente. Cette 
immunodéficience, conséquence de la coexistence de plusieurs mutations génétiques se 
traduit phénotypiquement par une diminution de la numération leucocytaire, en particulier 
lymphocytaire et une diminution quantitative et/ou qualitative du tissu lymphoïde dans son 
ensemble. Il apparait cependant essentiel de compléter cette étude en faisant une évaluation 
morphologique des cellules médullaires après analyse de myélogrammes.  
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TITRE: CARACTÉRISATION HÉMATOLOGIQUE, BIOCHIMIQUE, HISTOLOGIQUE ET 
IMMUNOHISTOCHIMIQUE DE LA SOURIS NSG MALE. 
RÉSUMÉ: De nos jours, la souris est le modèle animal le plus largement utilisé en recherche et en 
particulier dans la recherche contre le cancer. Dans ce cadre, des modèles murins dits « humanisés » 
ont été développés. Il s’agit de souris immunodéficientes greffées avec des cellules ou tissus humains 
fonctionnels. La première partie de ce travail définit les caractéristiques des souris immunodéficientes 
utilisées pour générer ces souris « humanisées » et présente les modèles les plus utilisés à l’heure 
actuelle, et en particulier, la souris NSG (NOD SCID IL2Rγ-/-) modèle murin de choix dans l’étude 
des leucémies aiguës myéloïdes humaines. Bien que très usitée, la lignée NSG et ses caractéristiques 
biologiques sont incomplètement décrites dans la littérature. La seconde partie de ce travail, 
expérimentale, s’attache donc à définir : 1/ les intervalles de référence des variables hématologiques et 
biochimiques, 2/ les caractéristiques histologique et immunohistochimique du fémur et de la rate chez 
la souris NSG mâle et ceci, afin de compléter les connaissances actuelles sur ce modèle. 
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MOELLE OSSEUSE, HISTOLOGIE, IMMUNOHISTOCHIMIE 
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T I T L E : H E M AT O L O G I C A L , B I O C H E M I C A L , H I S T O L O G I C A L A N D 
IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE NSG MALE MICE 
ABSTRACT: Nowadays, the mouse is the most widely used animal model in research and in 
particular in cancer research. Immunodeficient mice engrafted with functional human cells and tissus, 
i.e., “humanized mice” have been developped. The first part of this study defines the characteristics of 
the immunodeficient mice used to generate these "humanized" mice and presents the models most 
currently used, and particularly, the NSG (NOD SCID IL2Rγ-/-) mouse. The NSG represents a model 
of choice in the study of acute human myeloid leukaemias. Although widely used, the NSG lineage 
and its biological characteristics are incompletely described in the literature. The goal of the second 
experimental part of this study is to define the : 1/ reference intervals of hematological and 
biochemical variables, 2/ histological and immunohistochemical characteristics of the femur and 
spleen in male NSG mice, in order to complete current knowledge on this model. 
KEY WORDS: MICE, NSG, REFRENCE INTERVALS, HEMATOLOGICAL, BIOCHEMICAL, 
BONE MARROW, HISTOLOGICAL, IMMUNOHISTOLOGICAL 
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